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摘 要 
目前，细菌产生了许多机制来对抗抗生素药物的使用，这给细菌性疾病的药
物治疗带来了巨大的威胁。细菌感知外界环境压力的其中一个机制就是运用双组
分信号转导系统（TCSs）来响应外界刺激。一个 TCS 一般包含两个组分：组氨
酸激酶（HK）和调节应答蛋白（RR）。HK 可以感知各种各样的信号，并通过
改变它对应的 RR 的磷酸化水平来调控 RR 的活性，大部分磷酸化的 RR 接下来
介导转录水平的调控。由于哺乳动物体内不含 TCSs，所以 TCSs 是新的抗生素
药物开发的重要靶点。 
在一个 TCS 中，HK 和 RR 之间的专一性是由它们的相互作用介导的。目前
只有三个 TCSs 的结构被解析出来，其中一个是高分辨率的海栖热袍菌中
HK853-RR468 的结构。然而，这三个结构中包含的 RR 只具有 N 端接受区。本
论文的目标是解析出一个含有 RR 全长的复合体结构以更好地研究 TCS 在分子
水平的特异性。 
我们从嗜热栖热菌的 8 个 TCSs 中表达纯化出了 7 个 TCSs 的组分。随后我
们通过 GST-pulldown 和分子筛实验检测了这 7 个 TCSs 各自的双组分之间的相
互作用。在这 7 对 TCSs 中，有 4 对有明确的相互作用。随后我们进行了蛋白质
结晶实验，成功地获得了 TCS1 和 TCS7 的晶体，但是它们的衍射质量很差。目
前晶体在进一步的优化过程中，如做不同片段长度的蛋白或者从其他菌种中调取
TCS 进行研究。 
 
关键词：双组分系统；相互作用特异性；蛋白质结晶 
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Abstract 
It has been a big threat to our current medicine that bacteria have developed 
many different strategies to overcome antibiotic usage. A mechanism used by bacteria 
for sensing their environmental stress signals is two-component signal transduction 
systems (TCSs). A TCS consists of two components: sensor histidine kinase (HK) and 
response regulator (RR). HK senses all kinds of signals and changes its cognate RR 
activity by phosphorylation, most of which is transcriptional regulation. Since TCSs 
do not exist in mammalian cells, they are considered important targets for new 
antibiotics.  
    The specificity of HK and RR in one TCS system is determined by their 
interaction. Currently, there are only three complex structures, one of which is 
HK853-RR468 from thermophilic bacterium Thermotoga maritima. However, all 
these structures contain N-terminal receiver domain only of a RR. Our research goal 
is to deteremine a crystal structure of an HK and full-length RR complex to better 
understand molecular feature of their specificity. 
We expressed and purified 7 out of 8 TCSs from one thermophilic bacterium 
Thermus thermophilus. We then analyzed their interactions by GST-pulldown and gel 
filtration experiments. We observed clear interactions in 4 out of 7 TCSs. Further 
attempts of crystallization of these TCSs produced two successful crystals of TCS1 
and TCS7. Unfortunately, diffraction qualities of these crystals are currently low. 
Further optimizations of these crystals are underway, for examples, making new 
truncations, or trying different homologs. 
 
Key words: two-component system; interaction specificity; protein crystallization
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第一章 前言 
1.1细菌体内的双组分系统 
1.1.1 双组分系统简介 
在细菌体内，磷酸化和去磷酸化是信号转导的主要机制，而双组分系统
（Two-Component signal transduction System）就是细菌体内介导这一过程的重要
的信号转导系统。每个细菌大约含 52 种 TCS，细菌通过 TCS 来感知外界环境的
变化，随后通过控制一系列基因的表达，对外界刺激做出响应和适应[1]。 
TCS 参与细菌对外界环境的响应，介导细菌体内多种生理生化过程，包括感
知细菌周围渗透压，温度，酸碱度和营养条件的改变；生物膜的形成；孢子的产
生；对抗生素的识别和抵抗等[2]。如 PmrB 可以识别 Fe3+[3]。 
TCS 主要存在于细菌体内，在一些古生菌，酵母和植物中也有发现，但高级
哺乳动物体内并没有 TCS，因此研究细菌 TCS 的信号传导机制，针对其关键靶
点进行药物的设计成为细菌学领域研究的热点之一[4]。 
1.1.2 组氨酸激酶和调节应答蛋白的结构 
TCS 一般包括两个组分：组氨酸激酶（Histidine Kinase）和调节应答蛋白
（Respose Regulator）。 
1.1.2.1 HK的结构 
组氨酸激酶的 N 端是两个跨膜区域，两个跨膜区中间的胞外区是其识别外
界信号的区域，此段序列变化很大，不具有保守性，这恰恰说明了 HK 作为感受
蛋白时，识别的外界信号具有多样性[5]。当其感受到外界信号刺激时，通过一系
列的构象变化将信号传递到胞内，HK 从而被磷酸化。 
HK 胞内部分具有较高的保守性，一般包括 HAMP，PAS，DHp 和 CA 结构
域。HAMP 和 PAS 结构域不是 HK 所必需的。HK 的结构域示意如图 1-1。 
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图 1-1 HK 的结构示意图 
Figure 1-1 Domain architecture of HK 
 
（一）HAMP 结构域 
HAMP 结构域在很多同源二聚体蛋白里高度保守，这些同源二聚体蛋白包
括组氨酸激酶（Histidine kinase），腺苷酸环化酶（Adenylyl cyclase），甲基趋化
蛋白（MCPs）和一些磷酸酶（Phosphatase），因此取这些蛋白的首字母命名了此
结构域[6]。HAMP 结构域通常位于跨膜区和胞内区之间的连接区域，它不进行信
号的识别，只进行信号的传导。HAMP 结构域大约有 50 个氨基酸残基，包括两
段 α 螺旋及中间的无规卷曲。HAMP 结构域在同源二聚体蛋白中通常以四螺旋
束的形式存在[7]。其结构如图 1-2 所示。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 1-2 HAMP 结构域[8] 
Figure 1-2 Structure of HAMP domain
[8]
 
 
（二）PAS 结构域  
PAS（PER，ARNT，SIM）结构域包含大约 100 个氨基酸残基，在序列上不
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具有保守性，但在结构上是保守的 α/β 折叠，说明在进化的过程中，PAS 结构的
某些功能被保留了下来[9]。PAS 结构域可以识别多种不同的信号，如光，氧气，
和氧化还原电势的变化，此结构良好的延展性赋予了它信号传导的功能[10]。PAS
结构域如图 1-3 所示。 
 
 
 
 
 
 
 
图 1-3 PAS 结构域[11] 
Figure 1-3 Structure of PAS domain
[11]
 
 
（三）DHp 结构域 
DHp（Dimerization Histidine phosphotransfer）结构域通过经典的卷曲螺旋和
其上面的 HAMP 结构域或 PAS 结构域相接[12]。DHp 结构域包含两个 α 螺旋，在
第一个 α 螺旋上有可以被磷酸化的组氨酸残基，DHp 结构域常二聚化以四螺旋
束的形式存在[13]，其结构如图 1-4。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 1-4 DHp 结构域[14] 
Figure 1-4 Structure of DHp domain
[14] 
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（四）CA 结构域 
CA（Catalytic ATP-binding）结构域呈 α/β 三明治状折叠，包括 3 个 α 螺旋，
5 个 β 折叠，中间为 ATP 结合口袋[15]。结合口袋中的 ATP 的磷酸集团暴露在口
袋外面，以便于磷酸化 DHp 上的组氨酸残基。其结构如图 1-5。 
 
 
 
 
 
 
 
图 1-5 CA 结构域[16] 
Figure 1-5 Structure of CA domain
[16]
 
 
1.1.2.2 TCS 中 HK的分类 
通过对 HK 的结构域进行分析，将 HK 分为如下三类： 
（一）胞外区识别信号的 HK。大部分 HK 属于这一类经典的 HK 家族。此
类 HK 含有两段跨膜区，两段跨膜区中间是一个位于胞外的大的环状结构，一般
认为这个环状结构是 HK 识别信号的区域。此家族含有大约 2500 种 HK，这一
类 HK 通常含有个数和长度不等的 HAMP，PAS 等连接区域[17]。如 E.Coli 中介
导孢子生成的 EnvZ，沙门氏菌中抵抗抗菌肽的 PhoQ，都属于此类 HK。胞外的
环状结构具有很大的可变性，这与不同的 HK 识别不同的信号是相一致的。 
（二）跨膜区识别信号的 HK。这一类 HK 具有 2-20 个跨膜区，跨膜区间由
很小的环状结构相连，缺少第一类 HK 巨大的胞外环状结构，识别的信号一般与
细胞膜相关，如识别细胞膜成分的改变，或识别和细胞膜相连的酶类等。现有研
究表明，这类 HK 识别信号时，其实是其相邻的 ABC 转运体行使的功能，之后
将信号传递给了 TCS[18]。此类 TCS 包括有两个跨膜区的 BceS，四到五个跨膜区
的 DesK，六到十个跨膜区的 AgrC，ComD 等。 
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（三）胞内区识别信号的 HK。这是第二大类家族，这类 HK 有的锚定在细
胞膜上，有的则完全存在于细胞质中，即为可溶蛋白。它们是 HK 的胞内区进行
信号的识别，这类 HK 一般识别胞内溶质的改变，或者识别细胞周期不同时间段
产生的一些信号分子。如识别渗透压改变的 KdpD，识别氧气含量变化的 FixL，
和鞭毛运动有关的 CheA，和细胞代谢有关的 NtrB 等都属于此类 HK[19]。 
1.1.2.3 RR的结构 
RR 通常为转录因子。DHp 上的组氨酸残基被磷酸化后，HK 将该磷酸基团
转移到 RR 的 N 端保守的天冬氨酸残基上，引起 RR 构象变化，RR 接下来与下
游 DNA 结合，调节一系列基因的表达，从而对外界信号刺激做出响应[20]。还有
少部分 RR 本身就是酶，可以通过直接调节酶促反应对外界环境的变化做出适应
[21]。 
RR 一般包括两个部分，N 端保守的接受区和 C 端多变的效应区。但是有些
RR 只有 N 端接受区，这些 RR 可能是通过与其他蛋白直接相互作用来发挥调节
功能的[22]。RR 的结构如图 1-6，蓝色为 N 端接受区，绿色为 C 端效应区。 
 
 
 
 
 
图 1-6 RR 的结构[23] 
Figure 1-6 Structure of RR
[23]
 
 
（一）N 端接受区 
含有高度保守的天冬氨酸残基，接受来自 HK 的磷酸基团。其中心的 β 折
叠被 5 个 α 螺旋包围[24]，接受区保守的氨基酸残基形成了一个酸性的磷酸基团
结合口袋。 
（二）C 端效应区 
C 端效应区可以结合 DNA，促进或抑制某些基因的表达。 
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N 端接受区和 C 端效应区之间信息传递的准确机制目前尚不清楚，可能是
通过 N 端和 C 端之间可变的无规卷曲介导的[25]。 
1.1.3 TCS的作用机制 
HK 具有三种酶活性，自磷酸化酶活性，转磷酸化酶活性和磷酸酶活性。 
自磷酸化酶活性：HK 捕捉到外界刺激信号后，通过一系列的构象变化，CA
结构域结合 ATP，并将 ATP 上的 γ 磷酸基团转移到 DHp 上高度保守的组氨酸残
基上。 
转磷酸化酶活性：HK 上保守的组氨酸残基被磷酸化后，将该磷酸基团转移
到 RR 的 N 端高度保守的天冬氨酸残基上，导致 RR 构象的变化，改变其效应区
与 DNA 的亲和力，从而促进或抑制目的基因的表达。 
去磷酸化酶活性：当细菌对外界刺激做出响应完成一系列的生理过程后， 
HK 行使磷酸酶活性将磷酸化的 RR 去磷酸化，使细胞恢复到正常的生理状态[26]。 
目前得到的 HK853-RR468 的复合体结构显示，RR468 和 HK853 的 DHp 以
及 CA 结构域都有作用，在该结构中，RR468 与 CA 的相互作用阻碍了 CA 结构
域中的 ATP 与 DHp 上的组氨酸残基接近，说明当 HK 行使转磷酸酶和去磷酸酶
功能时，RR 可能通过和 CA 相互作用来抑制 HK 的自磷酸化活性。在一些 TCS
体系当中，还有一些辅助蛋白通过与 HK 的相互作用来调节 HK 的活性[27]。如
KinB 的 DHp 结构域与其抑制蛋白 Sda 作用后，会抑制 DHp 与 CA 之间的相互
作用，从而抑制其自磷酸化作用[28]。 
1.1.4 HK 在自磷酸化时采取的两种不同形式 
HK 在细菌体内一般以二聚体形式存在。当 HK 行使自磷酸化功能时，可以
采用两种不同的方式。一种为顺式磷酸化，每一个单体的 CA 中的 ATP 磷酸化
各自单体的 DHp 上的组氨酸残基，如 HK853；另一种形式为反式磷酸化，即一
个单体上的CA中的ATP磷酸化另一个单体的DHp上的组氨酸残基[29]，如CheA，
EnvZ
[30]。但目前并不清楚，顺式和反式磷酸化各自有什么优势，究竟是什么决
定了 HK 在自磷酸化过程中是采取顺式还是反式。 
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1.1.5 TCS中存在的信号交叉传导 
基因组测序结果揭示了在生物体内有许多类似的信号转导系统，而生物体为
了避免这些系统之间产生不必要的信号交叉传导（crosstalk）采取了一些措施，
如将它们在空间上隔离、在不同的时间表达这些因子[31]、或在分子水平上保证
氨基酸残基不同从而使因子之间的相互作用具有特异性[32]。 
在细菌体内 TCS 是主要的信号转导系统，有的细菌体内含有多达 200 种的
TCS。它们识别各自的信号，并将信号传导到胞内，引起一系列反应。不同的
HK 和 RR 有时要互相协作，以便整合信号，或对某一信号做出多种反应[33]，如
CheA 可以磷酸化 CheY 和 CheB，二者共同做出合适的趋药性反应。但更多的时
候它们之间要避免 crosstalk 以保证信号识别的高度专一性[34]。由于 HK 和 RR 各
自在序列和结构上具有较高的相似性，它们如何保持各自的专一性是目前研究的
热点之一。 
当各个通路需要协同合作快速应答外界刺激时，多个 HK 可以磷酸化同一个
RR。在荚膜红细菌中，NtrB-NtrC 介导 N2 的同化作用，但是当敲除了 HK-NtrB，
该细菌依旧可以利用氮气或者尿素作为营养来源，当同时敲除了 HK-NtrY 和
HK-NtrB 后，该细菌就不可以利用这些物质了，说明 NtrY 和 NtrB 在体内都可以
磷酸化 NtrC[35]。另一种情况是一个 HK 可以磷酸化多个 RR。如在 E.coli 中，
HK-CheA 可以磷酸化两个 RR，CheY 和 CheB，磷酸化的 CheY 和细菌的鞭毛运
动有关，磷酸化的 CheB 是化学感受器的去甲基化酶，和细菌对周围环境的适应
有关，它们二者一起介导 E.coli 的趋药性[36]。 
为了避免 crosstalk，在细菌体内，HK 与其相应的 RR 的亲和性远远大于该
HK 与其他的 RR 的亲和性；HK 的量相较于其对应的 RR 的量少，如在 E.coli
中，每个细胞大约含 100个HK-EnvZ和3500个RR-OmpR，这也阻止了 crosstalk；
并且当 RR 被其他 HK 磷酸化后，它相应的 HK 会去磷酸化该 RR，从而也阻止
了 crosstalk 的产生[37]。 
在细菌体内，TCS 一般要避免 crosstalk 的发生，但在有些情况下，又需要
一定限度的 crosstalk 来合作响应外界刺激，目前尚不清楚细菌体内是如何精确调
控这些过程的。 
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